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(54) Bczeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR AUFRE1NIGUNG UND ANREICHER UNG VON MOLEKOLEN 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for cleaning and enriching first molecules (9) carrying charged particles such as proteins, nucleic 
acids and the like, comprising the following steps: a) preparing a solution containing the first molecules (9), b) bringing the solution in 
contact with an electrode (2) which is directly provided with a layer that has an affinity to the second molecules (4) containing the first 
molecules (9) and c) connecting the electrode (2) with a means (1 1) of producing an electric field so that in the solution a movement of 
the first molecule occurs, directed towards the electrode (2). 

(57) Zusammcnfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufrcinigung und Anreicherung von ladungstragenden ersten MolckUIcn (9), wie Proteinen, 
Nukleinsaurcn und dgl., umfassend die folgcnden Schritte: a) Bereitstellen einer die ersten Molektlle (9) enthaltenden Losung, b) 
Inkontaktbringen der Ldsung mit einer Elektrode (2), auf der unmittelbar eine Beschichtung mit eine Affinitat zu den ersten Molekillen 
(9) aufweiscnden zweiten MoIekUien (4) vorgesehen ist und c) Verbinden der Elektrode (2) mit einem Mittel (11) zur Erzeugung eines 
elektrischen Felds, so dafl in der LOsung eine in Bezug zur Elektrode (2) gerichtete Bcwegung der ersten MoIekUle (9) bewirkt wird. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Aufreinigung und Anreicherung 
von Molektilen 

5 Die Erfmdung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
Aufreinigung und Anreicherung von ladungstragenden ersten 
Moiekulen wie Proteinen, Nukleinsauren und dgl.. 

Die Anreicherung von biologisch relevanten Molekiilen, wie 

0 Nukleinsauren zur Durchfuhrung analytischer Tests, bsp. der 
"polymerase chain reaction" (PGR), kann durch Fallen der 
Nukleinsauren, . durch Binden der Nukleinsauren an eine geeig- 
nete Matrix, bsp. unter Verwendung einer Ionenaus tauscher- 
Saule, sowie durch verschiedene Zentr i f ugationsverf ahren er- 

5 folgen. Die Selektion spezifischer Nukleinsauren aus einem 
Nukleinsauregemisch kann durch Anreicherung und Abtrennung in 
einem Gel, durch Hybridisation an Membranen oder durch das 
Komplexieren mit spezifischen Proteinen erfolgen. - Zur 
Aufreinigung von Proteinen werden ahnliche Verfahren herange- 

0 zogen; dabei kommen auch Verfahren wie die 
Hochdruckf liissigkei tschromatographie (HPLC) sowie antikorper- 
abhangige Auf reinigungsver f ahren zur Anwendung. Antikbrper- 
abhangige Verfahren verwenden oberf lachenf ixierte Molekule, 
wie z.B. Latex-beads. - Die bekannten Verfahren haben den 

5 Nachteil mangelnder Sensitivitat und Geschwindigkeit • 
AuJierdem ist deren Durchfuhrung kostenaufwendig . 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
Aufreinigungs- und Anreicherungsverf ahren sowie eine entspre- 

0 chende Vorrichtung berei tzustel len, mit denen die Nachteile 
nach dem Stand der Technik beseitigt werden. Aulierdem solien 
insbesondere Nukleinsauren, Proteine und andere ladungstra- 
gende Molekule von vorgegebenem Homologiegrad bzw. vorgegebe- 
ner Bindungsaf f ini tat aus einem grolien Volumen anreicherbar 

5 sein. 
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Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der PatentansprUche 1 
und 13 gelost. Zweckmaflige Weiterbildungen ergeben sich aus 
den Merkmalen der PatentansprUche 2-12 sowie 14 - 35. 

Nach der ver f ahrensseitigen Maligabe der Erfindung wird die 
Aufgabe durch die folgenden Schritte gelost: 

a) Bereitstellen einer die ersten Molekule enthaltenden 
Losung, 

b) Inkontaktbringen der Losung mit mindestens 1 emer 
Elektrode, auf der unmittelbar eine Beschichtung mit eine 
Affinitat zu den ersten Molekulen aufweisenden zweiten 
Molekulen vorgesehen ist und 

c) Verbinden der Elektrode mit cinem Mittel zur Erzeugung 
eines eiektrischen Felds, so dafi in der Losung eine in 
bezug zur Beschichtung gerichtete Bewegung der ersten 
Molekule bewirkt wird. 

Die Elektrode ist zweckmaftigerweise aus einem elektrisch 
leitfahigen Kuststoff hergestellt. Sie kann eine Schicht auf 
einem elektrisch nichtlei tenden Kunststof f tragerstab oder 
ein, vorzugsweise endstandiger , Abschnitt eines solchen 
Kuststof ftragerstabs sein. Es ist auch moglich, den 
Kunstoff tragerstab vollstandig aus elektrisch leitfahigem 
Kunststoff herzustellen und mit einem aus elektrisch 
nichtleitenden Kunststoff hergestell ten Griffelement zu 
versehen, das bspw. aufgesteckt sein kann. 

Unter Einwirkung des eiektrischen Felds wird der Effekt aus- 
genutzt, dali die in Losung befindlichen ersten Molekiile, z.B. 
Nukleinsaure-Molekiile, eine Ladung tragen und somit im 
eiektrischen Feld bewegbar sind. Die durch die Einwirkung des 
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elektrischen Felds mit der Beschichtung in Kontakt getretenen 
oder in unmi ttelbare Nahe gelangten zweiten Molekule konnen 
dort an die ersten Molekule gebunden werden. Dabei kann als 
Bindung insbesondere eine ionische, kovalente, 

Wasserstof fbrucken- oder durch sterische Einflusse hervorge- 
rufene Bindung in Frage kommen. Wahrend der Ausbildung dieser 
Bindung muft kein elektrisches Feld anliegen. 

Das erf indungsgemafte Verfahren ist nicht nur dann anwendbar, 
wenn die ersten Molekule sich in einer Losung befinden; Es 
genugt, wenn sich die ersten Molekule in einer Matrix, bspw. 
Gel, Fleisch oder dgl M sich befinden, die im elektrischen 
Feld erne Wanderung derselben ermoglicht. 

Nach einer Ausgestal tung der Erfindung wird zur Erzeugung des 
elektrischen Felds eine erste Spannung an die Elektrode ange- 
legt, so daft sie als Anode wirkt, an die eine negative Ladung 
tragende erste Molekule, z.B. Nukleinsaure-Molekule, so ange- 
zogen werden, daft eine Bindung an die zweiten Molekule er- 
reicht wird. Nach einer alternativen Ausgestal tung wird zur 
Erzeugung des elektrischen Felds eine erste Spannung an die 
Elektrode angelegt, so daft sie als Kathode wirkt, an die eine 
positive Ladung tragende erste Molekule, z.B- Proteine, so 
angezogen werden, daft eine Bindung an die zweiten Molekule 
erreicht wird. 

Als besonders vorteilhaft wird angesehen, wenn insbesondere 
nach dem Binden der ersten an die zweiten Molekule der fol- 
gende Schritt durchgefuhrt wird: 

d^) Umpolen und Anlegen einer zweiten Spannung, so daft die 
Elektrode als Kathode wirkt, von der eine negative Ladung 
tragende erste Molekule, z.B, Nuklemsauren, abgestoften 
werden. 
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Alternativ dazu kann insbesondere nach dem Binden der ersten 
an die zweiten Molekule der folgende Schritt durchgefuhrt 
werden: 

5 d2) Umpolen und Anlegen einer zweiten Spannung, so dafi die 



.10 Durch die Schritte lit. dj) und 62) kann ein Zusetzen der 
Beschichtung verhindert werden. Durch eine geeignet gewahlte 
.zweite Spannung ist es namlich mbglich, nicht an die 
Beschichtung gebundene Ladungstrager von der Beschichtung 
abzustoflen und so den Zugang fur weitere erste Molekiile zu 

15 verbessern. Durch eine geeignete Erhohung der zweiten 
Spannung konnen aufierdem gezielt bestimmte ladungstragende 
erste Molekule von der Beschichtung entfernt werden. Auf 
diese Weise kann auch eine Selektion bes timmter erster 
Molekule erreicht werden. Dieser Vorgang ist als Stringenz 

20 einer Hybridisat ionsreakt ion fur Nukleinsauren bekannt. 

Bei der Umpolung ist zu beachten, daft die Wanderung derjeni- 
gen ersten Molekule, die eine Wechselwirkung mit den zweiten 
Molekulen eingegangen sind bzw. mit diesen hybridisieren, 

25 eingeschrankt ist. Der Grad dieser Behinderung ist von der 
Art und Anzahl der Wechselwirkungen, d.h. in erster Linie vom 
Grad der Homologie, der miteinander wechselwirkenden ersten 
und zweiten Molekule bzw. deren Affinitat abhangig. Erste 
Molekule, die eine hohe Affinitat bzw.. Komplementaritat zu 

30 den zweiten Molekulen aufweisen, werden dabei am starksten 
zuruckgehalten. 

Zweckmafiigerweise wird wahrend und/oder nach dem Schritt lit. 
c der folgende Schritt durchgefuhrt: 



Elektrode als Anode wirkt, von der eine positive Ladung 
tragende erste Molekule, z.B. Proteine, abgestofien 
werden . 



35 
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e) Aufheizen der Elektrode oder der Ldsung, so daii die 
ersten Molekule thermisch in ihre Komponenten oder 
Untereinheiten, z.B. einzelstrangige Nukleinsauren, dis- 
soziiert oder denaturiert werden. 

5 

Diese Ausges taltung ermoglicht bsp. das Aufschmelzen von an 
die Beschichtung angezogenen doppelstrangigen Nukleinsauren 
und erleichtert somit die Bindung der Einzelstrange an bspw. 
in der Beschichtung vorgesehene komplemen taren 

10 Oligonukleotiden. Auch das Halten der Oberflache bei einer 
bestimmten Temperatur leistet somit einen Beitrag zur 
Strmgenz der Selektion bestimmter bindender erster Molekule. 

Zweckmaliigerweise wird insbesondere nach dem Schritt lit. d^ 
15 bzw. d2 der folgende Schritt durchgef iihrt : 

f) Abkuhlen der Elektrode oder der Ldsung,' so daft eine 
Bindung der ersten Molekule, Komponenten und/oder 
Untereinheiten derselben an die zweiten Molekule bewirkt 

20 wird. 

Durch den Schritt lit. f wird die Bindung der ersten 
Molekule/ deren Komponenten oder Untereinheiten an die 
Beschichtung zusatzlich unterstutzt . 

25 

Je nachdem welcher Art die ersten Molekule sind, kann/kdnnen 
einer oder mehrere der Schritte lit. c - lit. e wiederholt 
werden . 

30 Insbesondere wahrend und/oder nach dem Schritt lit . d} bzw. 
d2 ist es zweckmaflig, die Ldsung vorzugsweise mechanisch zu 
durchmischen. Auf diese Weise wird die Entfernung von durch 
die Schritte lit. dj bzw. d2 von der Elektrode abgestofienen 
ersten Molekulen, Komponenten und/oder Untereinheiten unter- 

35 stutzt. 
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Vorteilhaf terweise werden die Maximalwerte der ersten und 
zweiten Spannung so gewahlt, daft eine Degradierung durch 
Elektrolyse der ersten und zweiten Molekille sowie der 
5 Komponenten und/oder Untereinhei ten vermieden wird. Daneben 
hat es sich als gunstig erwiesen, den Maximalwert der zweiten 
Spannung so zu wahlen, daft eine Trennung von zwischen den er- 
sten Molekillen bzw. deren Komponenten oder Untereinheiten und 
den zweiten Molekulen gebildeten Bindungen vermieden wird. 

10 

In Anpassung an die Art des anzureichernden bzw. aufzureini- 
genden ersten Moiekuls konnen die Maximalwerte der. ersten 
und/oder zweiten Spannung/en, die Dauer der Polung bzw. 
Umpolung und/oder die Temperatur der Elektrode in 
15 Abhangigkeit von Parametern der Losung, wie deren ph-Wert, 
Ionenleitf ahigkei t, Konzent ration an ersten Molekulen, 
Temperatur und dgl. vorzugsweise automatisch gesteuert wer- 
den. 

20 Nach der vorrichtungssei t igen Losung ist eine Vo'rrichtung zur 
Anreicherung von ladungstragenden in einer Losung 
befindlichen ersten Molekulen, wie Nukleinsauren, Proteinen 
und dgl., rait einer Elektrode vorgesehen, auf der unmitteibar 
eine Beschichtung mit eine Affinitat zu den ersten Molekulen 

25 aufweisenden zweiten Molekulen vorgesehen ist, und wobei die 
Elektrode mit einem Mittel zur Erzeugung eines elektrischen 
Felds verbunden ist, so dali in der Losung eine in bezug zur 
Elektrode gerichtete Bewegung der ersten Molekule bewirkbar 
ist . 

30 

Damit wird eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des neuerungs- 
gemaflen Verfahrens zur VerfUgung gestellt, bei der das nach- 
teilige Zusetzen der Beschichtung vermieden und ein 
Anreichern spezifischer Molekule an einer Oberflache bewirk- 
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bar ist. Die Elektrode ist einfach und billig herstellbar; 
sie kann daher als Einmalartikel verwendet werden. 

Die - Elektrode ist vorzugsweise aus einem elektrisch 
5 leitfahigen Kunststoff, insbesondere einem Polycarbonate 
einem Polycarben, Polycarbonate Polycarbonat-Mischpolymer isat 
Oder Homopolymerisat mit einem leitfahigen Zusatz, wie 
Graphit, hergestellt . Derartige elektrisch leitfahige 
Kunststoffe sind bsp. aus der DE 35 41 721 Al bekannt, deren 
10 Inhalt hiermit einbezogen wird. 

. - Das Mittel zur Erzeugung des elektrischen Felds kann ein 
Mittel zur Erzeugung eines elektrischen Wechselfelds sein. So 
kann eine schnelle und spezifische Belegung der Beschichtung 
15 mit den anzureichernden bzw. auf zureinigenden ersten 
Molekulen erzielt werden. 

Je nachdem, ob das erste Molekul eine positive oder eine ne- 
gative Ladung tragt, kann das Mittel zur Erzeugung des elek- 
20 trischen Felds die Elektrode als Anode oder als Kathode 
umf assen . 

Die als Elektrodenmater ial vorliegenden Kunststoffe lassen 
eine sehr einfache und damit kostengunstige Belegungschemie 

25 (Hitoshi Kohsaka : J . Clin. Lab, Anal. 8:452-455 (1994)) fur 
die die Selktionskriterien vorgebenden zweiten Molekule zu. 
Die auf der Elektrode vorgesehene Beschichtung weist nach 
einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal mindestens einen 
aliphatischen Rest auf, der vorzugsweise uber eine NH- oder 

30 SH-Bindung an die Elektrode gebunden ist. Der aliphatische 
Rest kann dabei eine Kettenlange von 2 - 20, vorzugsweise von 
6 - 10, Kohlenstof fatomen aufweisen. An das freie Ende des 
aliphatischen Rests ist zweckmSIiigerweise eine Protein-, 
Peptid- oder eine Nukleotid-Sequenz gebunden. Die Nukleotid- 

35 Sequenz kann 5-30 Nukleotide umfassen. Dabei ist es 
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vorteilhaft, wenn die Nukleotid-Sequenz ein erstes 
Oligonukleotid ist, das aus einer Kette von 10 - 20, vorzugs- 
weise von 15 Nukleotiden, gebildet 1st. Als besonders vor- 
teilhaft wird angesehen, an das erste Oligonukleotid, 
vorzugsweise uber eine Zuckerphosphat-Bindung, ein zweites 
Oligonukleotid zu binden . 

Die Elektrode kann mit einem Heizelement versehen sein, das 
durch einen elektrischen Isolator von der Elektrode getrennt 
ist. Der Isolator kann aus Glas oder Keramik, vorzugsweise 
aus Aluminiumoxid oder -nitrid, hergestellt sein. Bei dem 
Heizelement kann es sich urn em aus Platin hergestelltes 
Widerstandsheizelement handeln. Das Widerstandshei zelement 
kann in einer Ausgestaltung der Erfindung auch mit der 
15 Elektrode identisch sein, da bei geeigneter Schaltung der im 
Vergleich zu den Zuleitungen hohe elektrische Wiederstand der 
Kunststoffelektrode zur Erwarmung der Elektrodenoberf lache 
genutzt werden kann. 

20 Urn unerwunschte Molekule von der Beschichtung abzufuhren und 
eine Neuverteilung von auf zureinigenden und anzureichernden 
ersten Molekiilen in der Ldsung zu bewirken, ist 
zweckmaftigerweise ein Mittel zum Durchmischen der Ldsung vor- 
gesehen. Dabei kann es sich urn einen elektrisch betreibaren 

25 Riihrer oder urn einen hindurchgeleiteten Gasstrom handeln. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal der Erfindung sind 
die elektrischen Grdfien zur Erzeugung des elektrischen Felds, 
zum Betrieb des Heizelements sowie des Mittels zum 
Durchmischen in Abhangigkeit von Parametern der Ldsung wie 
deren ph-Wert, Ionenleitf ahigkeit, Konzentration an ersten 
Molekiilen, Temperatur und dgl. vorzugsweise automatisch steu- 
erbar. Zur automatischen Steuerung wird zweckmaBigerweise ein 
Computer zum Einsatz kommen. 



30 
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Schliefllich wird eine Zusammenstellung von Mitteln 2ur 
Herstellung der neuerungsgemaJJen Vorrichtung und zur 
Durchfuhrung des neuerungsgemalien Verfahrens beansprucht. 

5 Beispiel 1 - Aufbau der Beschichtung und des darunter 
befindlichen Korpers 

Auf einen Tragerstab ist eine erste Isolationsschicht , die 
aus Gias oder Keramik, bsp. aus Aluminiumoxid, gebildet sein 

10 kann, aufgebracht. Darauf ist eine leitfahige, bsp, in Form 
eines Platinmaanders hergestell te, Schicht zum Heizen 
aufgebracht. Die leitfahige Schicht ist wiederum mit einer 
diinnen zweiten Isolationsschicht abgedeckt. Sie kann eine 
Dicke von 150 |im aufweisen und aus Glas hergestellt sein. 

15 Darauf befindet sich eine aus Gold gebildete Elektrode. Sie 
ist kontaktiert. 

Auf der Elektrode ist die Beschichtung vorgesehen. Ober SH- 
Gruppen sind an die Oberflache der Elektrode C6 aliphatische 

20 Linkermolekule gebunden . An das freie Ende der Linkermolekule 
sind jeweils Spacermolekiile, bsp. aus 10 Thymidinresten 
bestehende Oligonukleotide, gebunden. An deren freien Enden 
ist jeweils uber eine Zuckerphosphat-Bindung 10 pmol eines 
20-mer mit einer vorgegebenen Seguenz gebunden. Die mit der 

25 Beschichtung versehene Elektrode wird iiblicherweise in 
. ^Combination mit der beanspruchten Vorrichtung verwendet. Er 
kann aber auch ein gesonderter Neuerungsgegenstand sein. 

Beispiel 2 - Aufreinigung 

30 

Die im Beispiel 1 beschriebene Elektrode wird in 1 ml einer 
20 pmol radioaktiv markiertes Olionukleotid (20-mer) und 40 
pmol DNA-Einzelstrange enthaltenden MeJJlosung eingetaucht. 
Das Oligonukleotid ist komplementar zu dem in der 
35 Beschichtung gebundenen Oligonukleotid, die DNA-Einzelstrange 
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dagegen nicht. Fur die mittels Cherenkov-Zahlung ermittelte 
Aktivitat der der Beschichtung werden die folgenden Werte 
beobachtet : 

5 Wird an die Elektrode eine Spannung von 0,2 V und ein Strom 
vom 0,8 mA angelegt, so wird nach mehrmaligem Umpolen eine 
Bindung von 9V, der Gesamtaktivi tat an die Beschichtung beob- 
achtet. Bei zweiminUtiger Schaltung der Elektrode als Anode 
ohne Umpolung betragt die Bindung der Gesamtativi tat 2*>. - 
10 Ohne Anlegen einer Spannung werden weniger als 0,2V> der 
Gesamtaktivitat an die Beschichtung gebunden. 

Nachfolgend werden Ausf uhrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung erlautert. Hierin zeigen 

15 

Fig. 1 einen schematischen Querschnitt durch ein erstes 
Ausfuhrungsbeispiel einer Elektrode, 

Fig, 2 einen schematischen Querschnitt durch ein zweites 
20 Ausfuhrungsbeispiel einer Elektrode, 

Fig. 3 eine perspektivische Ansicht gemafi Fig. 1, 

Fig. 4 eine perspektivische Ansicht eines Behalters mit 
25 Elektrode und Gegenelektrode, 

Fig. 5 eine perspektivische Ansicht eines dritten 
Ausfuhrungsbeispiels einer Elektrode. 

30 Ein aus Teflon hergestellter Tragerstab 1 ist mit einer 
leitfahigen Schicht bzw. Elektrode 2, bestehend aus einem 
elektrisch leitfahigen Kunststoff, versehen. Die der Losung 
(hier nicht dargestellt) zugewandte Flache 3 der Elektrode 2 
ist mit Oligonukleotiden 4 beschichtet. Innerhalb des 

35 TrSgerstabs 1 ist eine erste Leitung 5 eingegossen, die mit 
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der Elektrode 2 kontaktiert ist. Zwei weitere zweite 
Leitungen 6 (hier mit unterbrochener Linie dargestellt) 
kdnnen zum Beheizen ebenfalls mit der Elektrode 2 kontaktiert 
sein . 

5 

Bei dem in Fig. 2 gezeigten Ausf uhrungsbeispiel ist 
zusatzlich zwischen der Elektrode 2 und dem Tragerstab 1 eine 
elektrische isolierende Zwischenschicht 7 vorgesehen. Sie 
trennt die Elektrode 2 von einer Heizschicht 8, die 
1;0 ... unmittelbar auf dem aus Teflon hergestellten Tragerstab 1 
vorgesehen ist. 

Fig. 3 zeigt eine perspektivische Ansicht des in Fig. 1 
beschriebenen Ausf uhrungsbeispiels . Mit 9 sind in einer 
15 Losung befindliche ladungstragende erste Molekiile bezeichnet. 

Fig. 4 zeigt das Ausf uhrungsbeispiel gemali Fig. 3 in 
perspektivischer Ansicht. Der Tragerstab 1 taucht in eine in 
einem Behalter 10 auf genommenen Lbsung ein, in der sich erste 
20 Molekule 9 befinden. Die erste Leitung 5 ist mit einer 
Wechselspannungsquelle 11 verbunden. Ebenfalls mit der 
Wechselspannungsquelle 11 verbunden ist uber eine dritte 
Leitung 12 eine in die Losung eintauchende Gegenelektrode 13 

25 Fig. 5 zeigt in perspektivischer Ansicht ein drittes 
Ausfuhrungsbeispiel einer Elektrode. An der Spitze des aus 
isolierendem Kunststoff hergestellten Tragerstabs 1 befindet 
sich die Flache 3 der Elektrode 2. Die eingegossene erste 
Leitung 5 ist mit einer ersten AnschluBbuchse 14 und die 

30 zweiten Leitungen 6 jeweils mit zweiten Anschlu/ibuchsen 15 
verbunden. In die Anschlulibuchsen 14 bzw. 15 konnen Stecker 
von AnschlufJkabeln eingesteckt werden. 

Die Funktion der Vorrichtung ist folgende: 



35 
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Urn Biomolekul-Proben aus einer Losung zu gewinnen, wird eine 
erfindungsgemafle Vorrichtung in die Losung getaucht. Sodann 
wird eine Spannung uber die auf dem Tragerstab 1 vorgesehene 
Elektrode 2 und einer in die Losung eintauchenden 
Gegenelektrode 13 angelegt. Das bewirkt je nach Polarisation 
der Elektrode 2 eine elektrophoretische Wanderung von 
entgegengesetzt geladenen Biomolekulen in Richtung der 
Elektrode 2. Bei Erreichen der aus Oligonulkleotiden 4 
bestehenden Beschichtung werden diese daran gebunden. 



Im Fall von doppelstrangiger DNA wird die Polarisation der 
Elektrode 2 nach einem vorgegebenen Zeitabschnitt 
unterbrochen. Es findet dann ein Heizen der Elektrode 2 
statt. Dadurch werden die an den 01 igonukleotiden 4 
15 anhaftenden DNA Doppels trange in ihre Komponenten zerlegt. 
Die Einzelstrange werden durch Wiederanlegen der Polarisation 
an die Oligonukleotide A zuruckbewegt und dort gebunden. Auf 
diese Weise kdnnen schnell und einfach Proben aus der Losung 
gewonnen werden. 
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Bezugszeichenliste 





1 


Tragerstab 




2 


Elektrode 


5 


3 


Flache 




4 


Oligonukleotide 




5 


erste Leitung 




f. 
\> 






7 


Zwischenschicht 


10 


8 


Hei2schicht • 




9 


erste Molekule 




10 


Behalter 




11 


Wechselspannungsquelle 




12 


dritte Leitung 


15 


13 


Gegenelektrode 




14 


erste Anschlufrbuchse 




15 


zweite Anschlulibuchse 
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Pa ten tansp ruche 

1. Verfahren zur Aufreinigung und Anreicherung von la- 
dungs tragenden ersten Molekulen (9), wie Proteinen, 
Nukleinsauren und dgl . , umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen einer die ersten Molekule (9) 
enthaltenden Lbsung, 

b) Inkontaktbringen der Lbsung -mit einer Elektrode (2), 
auf der unmittelbar eine Beschichtung mit eine 
Affinitat zu den ersten Molekulen (9) aufweisenden 
zweiten Molekulen (4) vorgesehen ist und 

c) und Verbinden der Elektrode (2) mit einem Mittel (11) 
zur Erzeugung eines elektrischen Felds, so daft in der 
Lbsung eine in bezug zur Elektode (2) gerichtece 
Bewegung der ersten Molekule (9) bewirkt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zur Erzeugung des elek- 
trischen Felds eine erste Spannung an die Elektrode (2) 
angelegt wird, so daft sie a-ls Anode wirkt, an die eine 
negative Ladung tragende crste Molekule (9), z.B. 
Nukleinsauren, so angezogen werden, daft eine Bindung an 
die zweiten Molekule (4) erreicht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zur Erzeugung des elek- 
trischen Felds eine erste Spannung an die Elektrode (2) 
angelegt wird, so daft sie als Kathode wirkt, an die eine 
positive Ladung tragende erste Molekule (9), z.3. 
Proteine, so angezogen werden, daft eine Bindung an die 
zweiten Molekule (4) erreicht wird. 
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4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2, wobei insbe- 
sondere nach dem Binden der ersten an die zweiten 
Molekule (4) der folgende Schritt durchgefuhrt wird: 

5 dj) Umpolen und Anlegen einer zweiten Spannung, so dafl 

die Elektrode (2) als Kathode wirkt, von der eine 
negative Ladung tragende erste Molekule (9), z.B. 
Nukleinsauren, abgestoflen werden. 



10 . 5. Verfahren nach einem der Anspruche i oder 3, wobei insbe- 
sondere nach dem Binden der ersten (9) an die zweiten 
Molekule (4) der folqende Schritt durchgefuhrt wird.: 



d?) Umpolen und Anlegen einer zweiten Spannung, so daft 
15 die Elektrode (2) als Anode wirkt, von der eine 

positive Ladung tragende erste Molekule (9), z.B. 
Proteine, abgestolien werden. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
20 insbesondere wahrend und/oder nach dem Schritt lit. c der 

folgende Schritt durchgefuhrt wird: 

e) Aufheizen der Elektrode (1) oder der Losung, so dafi 
die ersten Molekule (3) thermisch in ihre Komponenten 

25 oder Untereinhei ten, z.B. einzelstrangige 

Nukleinsauren, dissoziiert oder denaturiert werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
insbesondere nach dem Schritt lit. dj bzw. d2 der folgen- 

30 de Schritt durchgefuhrt wird: 

f) Abkiihlen der Elektrode (2) oder der Losung, so dafi 
eine Bindung der ersten Molekule (9), Komponenten, 
Untereinheiten und/oder an die zweiten Molekule (4) 

35 bewirkt wird. 
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
einer oder mehrere der Schritte lit. c - lit. f wieder- 
holt wird/werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Lbsung vorzugsweise mechanisch durchmischt wird. .• 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 2-9, wobei die 
Maximalwerte der ersten und zweiten Spannung so gewahlt 
werden, daft eine durch Elektrolyse erfolgende 
Degradierung oder Dissoziation der ersten (9) und zweiten 
Molekule (4) sowie der Komponenten und Untereinheiten 
vermieden wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 4 - 10, 
wobei der Maximalwert der zweiten Spannung so gewahlt 
wird, dafi eine Trennung von zwischen den ersten Molekulen 
(9) bzw. deren Komponenten oder Untereinheiten und den 
zweiten Molekulen (4) gebildeten Bindungen vermieden 
wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Maximalwerte der ersten und/oder zweiten Spannung/en, 
die Dauer der Polung bzw. Umpolung und/oder die 
Temperatur der Elektrode (2) in Abhangigkeit von 
Parametern der Lbsung, wie deren ph-Wert, 
lonenleitfahigkeit, Konzentration an ersten Molekulen 
(9), Temperatur und dgl., vorzugsweise automatisch, 
gesteuert wird. 

13. Vorrichtung zur Anreicherung von ladungstragenden in 
einer Lbsung befindlichen ersten Molekulen (9), wie 
Nukleinsauren, Proteinen und dgl., mit einer Elektrode 
(2) auf der unmittelbar eine Beschichtung mit eine 
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Affinitat zu den ersten Molekiilen (3) aufweisenden 
zweiten Molekulen (4) vorgesehen ist, und wobei die 
Elektrode (2) mit einem Mittel zur Erzeugung eines 
elektrischen Felds (11) verbunden ist, so dafl in der 
5 Losung eine in bezug zur Elektode (2) gerichtete Bewegung 

der ersten Molekule (9) bewirkbar ist, 

14. Vorrcihtung nach Anspruch 13, wobei ein Behalter (10) zur 
Aufnahme einer die ersten Molekule (9) enthaltenden 

10 Losung vorgesehen ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14., wobei das Mittei 
(11) zur Erzeugung des elektrischen Felds ein Mittel zur 
Erzeugung eines elektrischen Wechselfelds ist. 

15 

16. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 15, wobei das 
Mittel (11) zur Erzeugung des elektrischen Felds die 
Elektrode (2) als Anode umfaflt. 

20 17. Vorrichtung nach einem Anspruche 13 - 16, wobei das 
Mittel (11) zur Erzeugung des elektrischen Felds die 
Elektrode (2) als Kathode umfaflt. 



18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 - 17, wobei die 
25 Elektrode (2) eine aus Gold, einer Gold/Platin- oder 

einer Platinlegierung hergestellt ist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 - 17, wobei die 
Elektrode (2) aus aus einem leitfahigen Kunststoff, wie 

30 einem Polycarbonat , Polycarbonat-Mischpolymer isat oder 

einem Homopolymerisat mit einem leitfahigen Zusatz, wie 
Graphit, hergestellt ist. 



20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 - 19, wobei die 
35 Beschichtung mindestens einen aliphatischen Rest auf- 
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weis.t, der vorzugsweise uber eine NH- oder SH-Bindung an 
die Elektrode (2) gebunden ist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, wobei der aliphatische Rest 
eine Kettenlange von 2 - 20, vorzugsweise von 6 - 10, 
Kohlenstof f atomen aufweist. 

22. Vorrrichtung nach Anspruch 20 oder 21, wobei an das freie 
Ende des aliphatischen Rests eine Protein- oder 
Peptidsequenz gebunden ist. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 22, wobei an 
das freie Ende des aliphatischen Rests eine Nukleotid- 
Sequenz gebunden ist. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, wobei die Nukleotid-Sequenz 
5-30 Nukleotide umfafit. 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 24, wobei die 
Nukleotid-Sequenz ein erstes 01 igonukleotid ist, das aus 
einer Kette von 10 - 20, vorzugsweise von 15 Nukleotiden, 
gebildet ist. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, wobei das erste 
Oligonukleotid, vorzugsweise uber eine Zuckerphosphat- 
Bindung, an ein zweites Oligonukleotid gebunden ist. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 26, wobei "die 
Elektrode (2) auf einem Trager (1) vorgesehen ist. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 27, wobei der 
der Trager (1) aus einem elektrisch isolierenden 
Material, vorzugsweise einem elektrisch isolierenden 
Kunststoff, hergestellt ist. 
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29. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche 13 - 
28, wobei die Elektrode (2) mit einem Heizelement (8) 
versehen ist, das durch einen elektrischen Isolator (6) 
von der Elektrode (2) getrennt ist. 

30. Vorrichtung nach Anspruch 29, wobei der elektrische 
Isolator (6) aus Glas Oder Keramik, vorzugsweise aus 
Aluminiumoxid oder -nitrid, hergestellt ist. 

31. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprUche 13 - 
30, wobei ein Mittel zum Durchmischen der Lbsung vorge- 
sehen ist. 

32. Vorrichtung nach Anspruch 31, wobei das Mittel zum 
Durchmischen ein elektrisch betreibarer Ruhrer ist. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 - 32, wobei die 
elektrischen Groften zur Erzeugunq des elektrischen Felds, 
zum Betrieb des Heizelements sowie des Mittels zum 
Durchmischen in Abhangigkeit von Parametern der Losung 
wie deren ph-Wert, Ionenlei tf ahigkeit , Konzentrat ion an 
ersten Molekulen (9), Temperatur und dgl., vorzugsweise 
automatisch, steuerbar sind. 

34. Zusammenstellunq von Mitteln zur Herstellung der 
Vorrichtung nach einem der Anspuche 13 bis 33. 

35. Zusammenstellung von .Mitteln zur Durchfuhrung des 
Verfahrens nach einem der Anspuche 1 bis 12. 
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